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研究成果の概要（和文）：本研究では、自然免疫応答時にマクロファージが産生するActivin A のオートクラインルー
プやオルタネーティブ活性化に対するActivin A の生理作用を分子レベルで解明するための研究を行った。TLR刺激を
受けたマクロファージはActivin Aを産生し、分泌されたActivin Aはオートクラインループを介してArginase 1および
TGFB1発現を誘導していることが明らかになった。これらの因子は、Activin Aによるマクロファージのオルタネーティ
ブ活性化に重要な役割を果たしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have studied the function of activin A produced by the activated macrophages 
during the innate immune responses. Murine peritoneal macrophages produced activin A in response to 
stimulation with R848, an agonist of TLR7. The activin βA mRNA level was increased in macrophages by 
R848, suggesting that the activin production augmented by R848 is regulated at the mRNA level of the βA 
gene. DNA microarray was employed to identify genes whose expression is regulated by autocrine activin A 
during innate immune responses. Peritoneal macrophages were cultured with R848 for 24 h in the presence 
or absence of anti-activin A neutralizing mAb. Total RNA was isolated from the cells and was subjected to 
microarray analysis. Arginase-1 and TGFB1 were found to be up-regulated by autocrine activin A in the 
activated macrophages. Findings indicated that these factors mediate activin A-induced alternative 
activation of macrophages during the innate immune responses.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 「獲得免疫」は、外来の異物を抗原特異的
に排除する生体防御機構であり、有顎脊椎動
物にのみ認められる高度に洗練されたシス
テムである。一方、「自然免疫」は、殆ど全
ての生物に備わっている非特異的な生体防
御機構であり、病原体（異物）が侵入すると
即座に応答する事が特徴である。近年、Toll
様受容体（TLR）に代表されるパターン認識
受容体が自然免疫応答において重要な役割
を果たす事が明らかとなり、注目されている。
TLR は、病原体（細菌、真菌、寄生虫、ウイ
ルスなど）の構成成分に特徴的な構造を認識
して結合し、転写因子やサイトカインの発現
を誘導して感染初期の生体防御や獲得免疫
の誘導に働く。 
 マクロファージは、自然免疫、獲得免疫の
双方において重要な役割を果たす免疫担当
細胞である。マクロファージのパターン認識
受容体シグナル活性化による自然免疫応答
の制御機構を分子レベルで理解する事は、ガ
ンや感染症などの疾患を克服のみならず、ア
レルギー、自己免疫疾患などの異常な獲得免
疫応答に起因する疾患を制御するためにも
必要不可欠である。我々は、マクロファージ
の自然免疫応答（パターン認識受容体シグナ
ル活性化）によるサイトカインの発現調節機
構と、自然免疫および獲得免疫応答における
役割に注目して研究を行って来た。 
 抗炎症性サイトカインとして知られる
TGF-β1 は、副作用の無い抗炎症剤への応用
が期待され、多くの研究が進められて来た。
その一方で、同じ TGF-β ファミリーに属す
る Activin A の免疫担当細胞における発現や
機能に関する研究は殆どなされていなかっ
た。我々は、免疫担当細胞における Activin A
に着目して研究を進め、多くの興味深い知見
を得ている。 
(1) Activin A は Th2 サイトカインである 
 我々は、CD4+T 細胞が抗原刺激を受けて
活性化すると、Activin A を産生することを
見出した。活性化した CD4+T 細胞は、炎症
などの細胞性免疫を担うタイプ 1 ヘルパーT
細胞(Th1)またはアレルギーや抗体産生など
の液性免疫に重要なタイプ 2 ヘルパーT 細胞
(Th2)のいずれかのエフェクター細胞へと分
化するが、高レベルの Activin A を産生する
のは Th2 であることが明らかとなった[1]。 
(2) Activin A はエフェクター細胞でのみ産生
される 
 免疫応答を負に調節する制御性T細胞は活
性化にともなって TGF-β を産生する。エフ
ェクターである Th2 が Activin A を産生する
のに対して、サプレッサーである制御性 T 細
胞は活性化しても Activin A を産生しないこ
とが示された。また TGF-β1 が T 細胞の増殖
を抑制するのに対し、Activin A は T 細胞の
増殖に影響を及ぼさなかった。CD4+T 細胞
における Activin A の発現と機能は TGF-β1
とは大きく異なり、両因子が免疫調節におい

て明確な機能分担をしていることが示され
た[1]。 
(3) ActivinA はマクロファージのオルタネー
ティブ活性化を誘導する 
 近年、ヘルパーT 細胞が Th1 と Th2 のい
ずれかに分化する様に、マクロファージも機
能的に異なる二種類のタイプに分化する事
が知られる様になった。Th1 サイトカインの
刺激を受けて「古典的活性化」したマクロフ
ァージは NO を産生し、細胞内寄生細菌やウ
ィルス感染に対する防御に効果を示す。一方、
マクロファージが Th2 サイトカインの刺激
を受けると、細胞外の病原体や寄生虫の除去
に効果を発揮する「オルタネーティブ活性
化」マクロファージへと分化する。他の代表
的な Th2 サイトカインと同様、Activin A は
IFN-γ が誘導する NO2-の産生を抑制し、オ
ルタネーティブ活性化マクロファージのマ
ーカーである arginase-1 の発現を誘導する。
一方、IFN-γ によって誘導される古典的活性
化マクロファージのマーカーである iNOS の
発現を阻害する事から、Activin A はマクロ
ファージのオルタネーティブ活性化を誘導
する事が明らかとなった[1]。 
(4) ActivinA はマクロファージの活性化に伴
って分泌される 
 更に、我々はマクロファージ自身が
Activin A を産生する可能性について検討し
た。その結果、マクロファージが TLR4 の刺
激（LPS）を受けて活性化すると、Activin A
を産生する事が明らかとなった[2]。一方、同
じ TGF-β ファミリーに属する TGF-β1 の発
現は、マクロファージの活性化に伴って減少
しており[3]、両者の自然免疫応答時における
発現パターンは著しく異なる事が明らかと
なった。 
(5) ActivinA と TGF-β1 はマクロファージで
は異なる働きを示す 
 現在、TGF-β1 と Activin A の細胞内シグ
ナルは、同一の分子 (Smad2/Smad3)によっ
て伝達されると考えられている。実際に、汎
用される細胞株において、二つの因子は類似
の作用を示すことが多い。しかし、両者のア
ミノ酸配列の相同性は 27%に過ぎない。両者
の結合する II 型受容体のアミノ酸相同性も
32%に満たない。これ程異なる分子が何故同
じ作用を持つ分子として進化して来たかに
関する論理的な説明は、現在に至るも一切な
されていない。我々は、Activin A と TGF-β1
が異なる作用を示す組織または細胞が体内
のどこかに存在し、それが両因子の作用の本
質を解明する「鍵」になるであろうと想定し
た。我々は、この仮説のもとに研究を進め、
マクロファージでは、Activin A と TGF-β1
が異なる働きをする事を発見した。TGF-β1
はマクロファージの MMP-2 および MMP-9
分泌を促進するが、AcitivinA は MMP-2 の
みの分泌を促進する[3]。マクロファージにお
ける両因子の発現パターンが著しく異なる
事を考え併せると、この細胞を用いた研究に



よって、両因子のシグナリングの違いを解明
しうる可能性が示された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、マクロファージにおける
Activin A の発現調節機構と免疫調節作用に
焦点を絞り、自然免疫における Activin A の
役割を分子レベルで解明する事を目的とし、。
下記の研究を実施した。 
1. TLR シグナルによる Activin A/TGF-β1

発現調節機構 
2. マクロファージの機能に対する内因性お

よび外因性Activin A/TGF-β1の作用の解
析 

3. マクロファージにおける Activin A のオ
ートクラインループの解明 

 
３．研究の方法 
1. TLR シグナルによる Activin A/TGF-β1

発現調節機構の解明 
 3%Thioglycolate を腹腔内に投与した
BALB/c マウスから、3 日後に腹腔内マクロ
ファージを単離した。腹腔内マクロファージ
は TLR4、TLR7 および TLR9 のリガンド（そ
れぞれ LPS、R848 および CpG オリゴヌクレ
オタイド）で刺激し、Activin A および
TGF-β1 の mRNA 発現、タンパク質産生、活
性の分泌の経時的変化を、リアルタイム
RT-PCR、ウェスタンブロッティング、ELISA、
バイオアッセイを用いて詳細に検討した。ま
た、シクロヘキシミドを添加した際にこれら
因子の mRNA 発現レベルに生じる変化につ
いて検討し、転写および翻訳レベルでの発現
調節機構を検討した。また、複数のマウスマ
クロファージ系細胞株（Raw264.7 細胞、
J774.1 細胞、PU5-18 細胞、M1 細胞など）
を用いて同様の実験を行い、TLR シグナルに
よる Activin A/TGF-β の発現を検討した。 
2. マクロファージの機能に対する内因性お

よび外因性Activin A/TGF-β1の作用の解
析 

 マウスマクロファージ初代培養系を用い、
外因性の Activin A/TGF-β1 やこれらの中和
抗体を添加してその活性をブロックした際
に、マクロファージの走化性  (Migration 
assay)、NO 産生 (Griess assay)、細胞障害
活性 (Cytotoxic assay)、MHC 発現 (FACS)、
サ イ トカイ ン および ケ モカイ ン 分 泌 
(ELISA)などの重要な機能に及ぼす影響を検
討し、自然免疫応答時における Activin 
A/TGF-β1 の機能について解析を行った。 
3. マクロファージにおける Activin A のオ

ートクラインループの解明 
 マウスから単離した初代培養マクロファ
ージを抗 Activin A 中和抗体の存在下または
非存在下において TLR リガンドで刺激し、
24時間後のRNAをMicroarray法で解析し、
Activin A の中和によって発現量が減少する
遺伝子を解析した。ここで得られた遺伝子の
発現の変化をリアルタイム RT-PCR で経時

的に詳細に検討し、Activin A のオートクラ
インループを解析した。 
 
４．研究成果 
 我々はマクロファージが、その活性化にと
もなって Activin A を産生する事を明らかに
して来た。本研究では、マクロファージが産
生する Activin A の自然免疫および獲得免疫
に果たす役割を明らかにする目的で、マクロ
ファージにおける Activin A の発現とその機
能を検討した。その結果、マクロファージが
TLRs の刺激を受けて活性化すると Activin 
A を産生することが明らかとなった。この
Activin A の産生は、mRNA レベルで調節さ
れている事が示された。一方、TGF-β1 の発
現は TLRs 刺激によって抑制された。 
 次に、マウスから単離した初代培養マクロ
ファージを抗 Activin A 中和抗体の存在下ま
たは非存在下において TLR リガンドで刺激
し、24 時間後の RNA を Microarray 法で解
析した結果、Activin A の中和抗体添加によ
って発現量が減少する数種類の遺伝子が得
られた。更に、これらの遺伝子発現の経時的
変化をリアルタイム RT-PCR などを用いて
詳細に検討した。IFN-α、IFN-β および TNF-α
に代表される Early response genes のマク
ロファージにおける発現は、TLR 刺激後 30
分から 1 時間でピークを迎え、以後急激に減
少する。Activin A、iNOS および T-bet など
の Intermediate response genes は、TLR 刺
激後 8 時間でピークを迎え、以後徐々に減少
するが 24 時間後まで高い値が持続する傾向
にある。Microarray によって得られた
Activin A の中和によって発現量が減少する
遺伝子の内、Arginase 1 および TGFB1 の二
種類の発現は、TLR 刺激後 6 時間までは見ら
れず、8 時間から 24 時間にかけて緩やかに上
昇する Late response genes である事が明ら
かとなった。これらの遺伝子は、マクロファ
ージを Activin A で刺激した際に、刺激後 8
時間をピークとして発現上昇が認められた。
更に、これらの遺伝子の TLR 刺激後 24 時間
での発現上昇は、Activin A 中和抗体によっ
て大きく抑制されるが、類縁の因子である
TGF-β1 の中和抗体や isotype control では変
化しなかった。これらの事から TLR 刺激を
受けたマクロファージは Activin A を産生し、
分泌された Activin A はオートクラインルー
プを介してマクロファージの Arginase 1 お
よび TGFB1 発現を誘導している事が明らか
になった。 
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